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摘 要 ： 为了研究 4 种农药（腈苯唑、吡唑醚菌酯、恶霜灵、戊菌隆）单独及联合作用对斑马鱼胚胎发育的影响，设计 7
个实验组（空白组、溶剂组、4 种农药单独暴露组及联合暴露组）对斑马鱼胚胎暴露 72 h，结果显示，浓度 50 ng/L 的 4 种农药单
独暴露导致心包囊和卵黄囊水肿比率、脊柱弯曲率均显著高于对照组 ；腈苯唑、恶霜灵及联合暴露导致斑马鱼仔鱼心率显著下降，
出现显著的心律不齐；斑马鱼胚胎的 Na+/K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶活性被显著诱导，而联合暴露表现出显著的抑制作用。结果说明，
环境浓度的农药暴露对鱼类胚胎发育具有明显的毒性。 
关键词 ： 腈苯唑 ；吡唑醚菌酯 ；恶霜灵 ；戊菌隆 ；联合暴露 ；斑马鱼 ；胚胎发育
DOI ：10.13560/j.cnki.biotech.bull.1985.2017-0032
Toxic Effects of Four Currently-used Pesticides on Zebrafish 
Embryonic Development
WU Yu-qiong1 CHEN Ying2 HU Yong-le1 ZUO Zheng-hong2 WANG Chong-gang2
（1. College of Tea and Food Science，Wuyi University，Wuyishan  354300 ；2. School of life Sciences，Xiamen University，Xiamen  361005）
Abstract: In order to study the effects of four pesticides（fenbuconazole，pyraclostrobin，metoxazon，and pencycurone），either 
individually or jointly，on the development of zebrafish embryos，seven experiments（blank control，solvent control，individual of 4 
pesticides，and jointly combined four pesticides）were designed to treat zebrafish embryos for 72 h. The results showed that individual 
exposure to any of 4 pesticides at 50 ng/L led to the significant elevation on the rate of pericardial and yolk sac edema and the frequency of 
dorsal curvature in the larvae compared to the control. The exposure to fenbuconazole，metoxazon，and combined four pesticides resulted in 
a significant reduction in the heart rate and a significant increase in cardiac arrhythmia in the zebrafish larvae. The activities of Na+/K+-ATPase 
and Ca2+-ATPase of the embryos were significantly induced by the individual exposure to 4 pesticides，while the both activities were remarkably 
inhibited by the combined exposure. The results confirmed that these pesticides at environmental relevant concentration presented the clear 
toxicity to the development of fish embryo.
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腈 苯 唑（Fenbuconazole） 属 于 唑 类 农 药。 唑
类农药作为杀菌剂具有高效、广谱、低毒、持续
时间长等特点，自 1976 年以来数 10 种唑类农药

















































1.1.1 主要试剂 戊菌隆（纯度≥ 96%）、吡唑醚菌
酯（纯度≥ 96%）、腈苯唑（纯度≥ 96%）、恶霜灵（纯
度≥ 96%）购于 Sigma-Aldrich 公司 ；先以丙酮为助
溶剂溶解配制浓度为 50 μg/L 储备液，4℃避光保存。
蛋白含量测定及 ATP 酶活性测定试剂盒购于南京建
成生物工程研究所 ；其他试剂均为分析纯试剂。
1.1.2 实验用鱼和鱼卵收集 斑马鱼（WT-U 系）
喂养根据 Westerfield［27］的方法进行，饲养于厦门大
学生命科学学院斑马鱼养殖中心。循环养殖水，水
温 26±1℃，光照周期 14 h 光照 /10 h 黑暗，每天喂
食新鲜孵化的丰年虫（Artemia nauplii）2-3 次。
实验前 1 d 晚上，将雌雄鱼按照 2∶1 比例放置






（3.5 g/L NaCl，0.05 g/L NaHCO3，0.05g/L KCl，0.05 
g/L CaCl2）分别配制终浓度为 50 ng/L 的单种农药
曝污液及 4 种农药混合曝污液（即 4 种农药分别为 
12.5 ng/L，总浓度为 50 ng/L），共 5 个曝污组，并设
空白组和对照组（丙酮浓度为 0.1%。丙酮作为助溶
剂适宜浓度为≤ 0.1%［28］），每个实验组设 5 个平行
组。分别置于直径 90 mm 培养皿中，注入曝污培养
液 30 mL，每皿培养 100 枚斑马鱼胚胎。实验期间
28±0.5℃恒温培养，每隔 12 h 更换等量等浓度的培
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养液并清理死亡胚胎。
1.2.2 相 关 形 态 学 指 标 的 统 计 及 计 算 分 别 于






存活率（%）= 存活胚胎数 / 总胚胎数 ×100%
孵化率（%）= 已孵化胚胎数 / 总胚胎数 ×100%
畸形率（%）= 畸形胚胎数 / 存活胚胎数 ×100%
1.2.3 心率及相关功能指标的分析 根据 Incardona
等［29］、Chen 等［30］的方法测量及计算。将斑马鱼仔
鱼（每个处理组设 5 个平行，每个平行随机取 3 条），
固定于 6% 的甲基纤维素中，并于 28±0.5℃下静置
5-10 min，直到仔鱼心跳稳定后于显微镜下对 20 s
内心房和心室的搏动次数进行记录并摄影，分别测
量心室舒张 / 收缩末期的长轴（a），短轴（b）长，















中 ATP 酶分解 ATP 产生 1 μmoL 无机磷的量为一个
ATP 酶活力单位，即微摩尔磷 / 毫克蛋白 / 小时（μmol 
Pi/mg pro/h）。
1.2.5 数据分析 应用 SPSS 软件对数据进行处理。
结果采用平均值 ± 标准误差（Mean±SE）表示，
单因素方差分析（one-way ANOVA）的方法进行统
计学分析，组间数据用 Tukey HSD 法进行显著性水
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图 1 暴露 48 h 对斑马鱼胚胎孵化率的影响
2.2 四种农药暴露对斑马鱼仔鱼囊肿率及脊柱弯
曲率的影响














显著上升（图 5-B）；心输出量 CO 在恶霜灵组显著





































马鱼胚胎在各农药暴露后 Ca2+-ATP 酶、Na+/ K+-ATP
酶活性上升，联合作用中两种 ATP 酶活性下降，两
种 ATP 酶活性的上升或下降引起 Ca2+ 通道功能紊乱
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斑马鱼发育过程中心血管在 20 hpf 开始形成，能够
收缩但尚未与发育中的血液循环系统相连，发育至
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图 5 暴露 72 h 对斑马鱼仔鱼心室容量（舒张 / 收缩容量）
（A）、每搏输出量（B）、心输出量（C）的影响
?? ?? ???????? ??? ??? ????a ab b ab c d d010203040506070????????/s
图 6 暴露 72 h 导致斑马鱼仔鱼心律不齐
?? ?? ??? ??? ??? ????a a a a b a ca a a b b b c0102030405060ATP?????U·mg·prot-1 ? Na+K+-ATPaseCa2+-ATPase ?????
图 7 暴露 72 h 对斑马鱼仔鱼 Na+/K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP
酶活性的影响
生物技术通报 Biotechnology  Bulletin 2017,Vol.33,No.6160
Ca2+ -ATP 酶的活性被诱导，联合作用则抑制了两种
ATP 酶活性，提示虽然农药的浓度相同，联合暴露
对这两种 ATP 酶活性的影响更大。ATP 酶在细胞内
具有重要功能［47］，在离子平衡和渗透压稳态的维持
方面具有重要作用［48］。K+ 和 Ca2+ 的转运相互协调
和制约共同维持心肌细胞动作电位的稳定［49］，Ca2+ 
-ATP 酶活性的改变会影响心脏功能［50，51］，所以








腈苯唑毒性最强 ；Na+/ K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶是功
能较广泛的酶，联合暴露抑制这两种 ATP 酶的活性，
可能对斑马鱼许多生理活动产生不利的影响。
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